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@EM-DIPHOSPHONIC ANALOGUES OF AMETHOPTERIN AND OF 
^EAZA-N-10 AMETHOPTERIN 

P^ieription of eerr^sponding decument; FR2I611203 

La presente invention a pour objet la synthase d'analogues gem-dlphosphoniques 
d'amethopterine (IVIethotrexate) ©t de d^aza N-10 am6thopt6rine et leurs applications 
pharmacoiogiques. 

L,@s composes diphosphonlques 1 a et 1 de I'Inven- tlon rdpondent d la formuleg^ndrale 

EMI1.1 

ii 

iiVII1.2 

f vec R1 = H, aikyles inf$rieur8(C1 C6 1 , 

Ibi: 

IVets s H, gINyles mfefi©yp§(ei S C8), 

sous formes acides ©t sels pharmaesutlquement aeesptables. 

U methotrexate est un agent thdrapeutlque important, 

A faibles doses, en administration fractionnee, ii est d6sormals couramment utilise dans 
le traitement de rhumatismes psorlaslques rebelles, des polymyosites, de la maladie de 
Reiter et plus r6cemment des poiyarthrltesrhumatoides. On a montr6 qu'll poss^de d la 
fpis des propri6t6s immuno-d6presslves et anti-inflammatoires bien que son m6canisme 
^''.^ction dans ces affections ne soit pas connu de fagon precise. 

A fortes doses, son utilisation comme agent antin6oplasique est courante, notamment 
§ n ce qui concerne le traitement d'un certain nombre de tumeurs canc6reuses parmi 
lesquelles des tumeurs osseuses. 

Pependant, I'int^rdt comme agent antlcanc6reux du methotrexate est sous la 
d^pendance limltante des importants effets secondaires que son action entraine sur 
i'ensemble de(organisme. 

La pr6sente Invention propose des analogues diphosphonlques du methotrexate qui 
pr6sentent en plus des propri6t6s d6jacite s, Jr. tropisme osseux tr6s favorable2u ratio 
tfierapeutique activite/toxicite qui confdre d ces composes un grand interSt notamment 
ppur les carclnomes osseux. 

Oes composes ont fait I'objet dans leur phase finale d'une approehe synthetique 
^jfferente et seront done presentes separement. lis seront obtenus, in fine, sous forme 
pe sels de sodium. 

€n ce qui concerne les composesia, leur obtentlon resulte de I'action sur les formes2a - 
premierement de la soude, - deuxiemement de I'action du bromure de trimetyl silyle 
suivie d'une methanolyse. 
ilVII2.1 
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Dans la pf^sinte invention, le noyau pteridine deg eompe8e32 ©st obt©nu par 
cpndensation d@ la guanldlne sur des pyrazlnes diphosphoniques lnt@rmedialr@s 38 
§vnth#tisdes sulvant I'approche que Taylor at KobayashI d^crlvent dans le iournal 
©fOrqanIc Chemistry. 38. 2817(1973). 

iMI3.1 



1^ 

m « 9ikyl§8 inf^PiiUFn (61 i 68) 
s 3lkyl@s infirleure (01 i 08) 
H, ilkylee Infdrieuri (01 i 08) 

mm 

Rl « H. alkyles Infirleurs (01 i 08), 

s ilkyigg lnfir|@urs(01 i 08) 
R$ s alkyles lnfirieuP8(01 ii 08) 

U'^tape pr6c6dente qui suivant I'lnventlon permet d'obtenir les composes 3a, est une 
gpndensation a temperature ambiante en presence de carbonate de potassium en 
exc6s entreramlno-2 bromom6thyl-5 cyano-3 pyrazine dont la synthase a 6t6 d6crite par 
Taylor. Perlman. Sword, Sequin-Frey et Jacob! dans Journal of American Chemical 
Ipciety. 95, 6407. (1073), et un d6riv6 N-((alkyl amlno)-4 benzoyl) 
diphosphonoglutamique 4a de formula gdndrale 
iMI4,1 

R1 s H. 3iky|@g mfirieuP6(ei 1 08) 
B2 s alkyleg infiri@ur8(01 i 08) 
R$ s alkyles infirieurs (01 1 08) 
Q@6 ddrivis 4a sont Issus d@ la reaction suivant 
8chotten-Baumann d'un aclde p-N(alkylamino) benzoique sur les d^rlv^s 
diphosphoniques, synthons communs aux composi§sla a et 1 b de I'invention : les 
§mino-2 bis dialkyi pho8phono-4,4 butyrates d'aikyie 5. 



il ^ alkyi§s iF)f^fj§uF§ (01 ^ €§) 
R3 If alkyles mfiin§UFS(01 i 08) 

Le proe^de de I'invention pour la preparation de composes de type 4a propose dans une 
premiere 6tape de prot6ger i'aeldep-N(alkylamino) benzoique par ie triehioro- 1,1,1 
^thoxycarbonyle puis d'actlver sa fonction aclde par le chlorure de thionyle pour former 
intermedialrement les composes 
EiVII4,3 

R1 5 H, alkyles infen:eur6(C1 ^ 06) 

La deuxiSme dtape permet, par condensation de composes de type 5 diiu^s dans un 
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miiange SO-SO ^'une solution mjf^e do biearbonato d@ sodium ofRoMe d'othylo 
%\jir lo chlorure d'aeide N-prot^gd. d'obtenir aprds liberation d@ la fonctlon amine par la 
ipudre de tm lee dirivis d§ typ84i, 

Us d^fivisl , gemme lee oompos^sla, d^Hvont de lours ansloguos ostors 
dlphosphoniquos §b, 

^pr^s un§ t^ydrolyso dog ostors pi^osphoniquos par l§ bromuro do trlffiotl^yl sliylo suivio 
d'Mno m^thanolyse et un@ hydrolyso do i'eeter oarboxyllque par action do la soudo 

|1 3 H, sli^y!§§ iRMHiUFg (g1 1 ag) 
g| s §!kyl@g jnf^FiiUfs(@1 1 Q%) 

allcylos InfiFiours (01163) in oo qui oonoorno los oompos^s Z b ei-dossus, I'In- 
yontion proposo do los obtonir par uno stratigie do synthase totaienfiont dlff^rente do 
ipllo utilis^o pour log diriv^s aza N-10 diphosphonlquos do typo a. 

U pr^o^^ do I'invontion pour la pr^pafation do eomposis diasa-iO an^iinoptorlno 
repose on effot sur la- condensation peptidiquo ontre I'acido amlnQ-4 d^8oxy-4 d^aza-IO 
pt^roique ou do sos d#riv^s alkyl^s on 10, dont los modes d'acces ont et^ d^crits il y a 
plusiours onn^es, ot los synthons diphosphonlquos do formule g#noralo 5. 

pif .1 - 



^1 « N. alkylos infopiiurg Ri s aikyleg infiriouFg (61 i 63) 
( Qlli Ce) R3 ^ alKylos Imfirleurs (CI d C6) 

cM§B§§ti@R @i@t|digy@ 

H$ ^ ^Mm inf^Fi^uFStil I @l) 
m 5 iikylos infiFl§UF§ (QU ©§) 
m ^ H, sliiylog Inf^Fliypg (61 d g@) 

U littSfature propegf I'utillgation de diffirents agonts do eeuplago pour rialiser oo typo 
# oondor^sation peptidiquo. 

mothodo olassiquo dito a 'Tanhydrldo mixta" fait intoivonlr par oxompio lo 
qhloroearbonato d'isobutyle eomme agont de eouplago. La riaetlon a liou, h tomporature 
i^mbianto. on pr^sonco do triSthylamIno dans lo dim^thylfonnamlde. 

U'iBvontion utiliso ootto mothodo do @@upla§o ot I'ippliquo, avoo !o oHloFOoarbonato 
d'isobutyle, k la synthase dos ddriv^s analogues diphosphonlquos d^aza N-10 ou d#aza 
Nr10 alkyles N-10 du methotrexate. 1 1 est Ogalement possible d'utillsertoute mdthode 
6^nnu@ do i'hommo do mitior. 

Sturt^ ot ©uillamot ont deorit dans "iuropoan Journal of modioinal ehomistry".*, 217, 
(1@84) la synthase d'analogues phosphonlquss de Tacide glutamiquo et lour application 
^ la synthese par oxomple d'analogues phosphonlquss du methotroxato. 

L;P prosente invention proposo la synthase d'amino°l bis diall(ylpho8phono<4,4 butyratos 
g'allcyie § par addition nuelOophllo de carbanlon du N-benzyliddne glyeinate d'alkyle 
ipjtialement d^crit par Stork, Ueong et Touzin dans Journal ofOrganIc Chemistry, 41 , 
|491 , (1976), sur los vinyliddne diphosphonates de dialkyle-1 ,1 do formule gen^ralo 6 
§yivio d'une ddprotoctlon de la fonctlon amino on miliou HCi O.S N. 
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R « ilkylig mf^HiUfs (@1 i @@) 
@lkyl@g inf^ri@ur@ (C1 iO@ ) 
Outre leur intdr^t dans la synthase d'analogues phosphoniques du methotrexate les 
composes de types 5 peuvent presenter des propri^tds intrinsdques intdressantes. 

Ues formes acide 5a et sel de sodium 5b des composes 5 font ^galement I'objet de la 
pr^sente invention ainsi que leurs sels phamiaceutiquement aceeptables. 

La compost §a est obtenu pgr hydrolyse li I'aelde ehlorhydrlque suivie d'une liberation 
du chiorhydrate intermediaire d I'oxyde de propylene. Le passage au sel de sodium 5b 
Si fait par action d@ Is soude 0,1 N. 
iMi§,1 



U2 * alkyles inf6rieur8(ei i 1 ) HCIR3 s alkyles inf^rieurs (C1 S 2) Oxyd© d© propylene 
iMI8.3 

pgns I'inventien. les vinylidene dipliesphonates d© dialkyi© 6 sent issus d'un© 
isomerisation d'Arbuzov entre un trialkyi phosplilte et un bromo-1 vinylphosphonate de 
(^ialkyl© lui-m6me obtenu d partir d'un vinylphosphonate de dialkyle suivant le mode 
operatoire utilise par Belbeoc'h, These Doctorat Sciences Physiques. Universite de 
iretagne Occidentale, 
imsi 

Un certain nombre d© te ts biologiques ont ete realises sur ees meteeuies par 
f^mparaison au Methotrexate, 

§@ux"Ci montrentque -tl I'activite inhibitrlee sur la dihydrefolate reductase est environ 50 
fc^is moins importante. - si la cytotoxicite est environ 2000 fois molns Importante pour les 

cellules L1210 en culture, 

§§s composes sont aussi actifs (e 30 mg/kg, vole oral©) que le methotrexate (e 15 
mg/kg vole orale ou 50mglkg, vole intraperltoneale) en traltement unique dans.le module 
d'osteosarcome murln. 

I|§ demontrent d'un© maniere incontestable la valldlte du concept de troplsme osseux et 
done I'jnteret de ces prodults pour les maladies osseuses. 

L©8 exemples suivants illustrent I'applleation de ces syntheses e la preparation de 
derives analogues diphosphoniques du methotrexate. 

iKlMFLi 1 

SYNTHESi DU COMPOSE la ou R1 « CM3 a) Obtentlon du vinylldene diphosphonate 
^@ diethyl© (R3aC2Hg) 

Pans un tricol de 250 mi, muni d'une agitation magnetique et surmonte d'une ampoule 
jspbare. d'un thermometre e mercure et d'un appareillage de distillation, on place un 
melange de 0,30 mole de chlorure de Nickel dans 0,39 mole de triethylphosphite. Le 

meiin^e est 

gpfte e 1200C i raide d'un bain d'hulle, Onaddltionne.alors goutte 
^ goutte 0.39 mole de bromo-1 vinylphosphonate de diethyle plus une 



mm 
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petite quantity d'hydroquin All y a decoloration puis recoloratA 
de ia solution en mdme temps que le bromure d'dthyle distllle. Le chauf 
fage est malntenu pendant une heure aprds la fin de {'addition. 

^prds traitement, le produit est distill^ au vide de la pompe. 
iMI10.1 



lip@etr9RIVIN;(ePCI3) 

phosphor© :#p s I3ppm 

Froton# ; Ha s 1.33 ppm, t : Hb s 4.26 ppm, m; 

He ^ 6,98 ppm.qd. (JPHels : 32,6 Hz 

JPHtrans 1 36.S Hz), 

b) Acjc^g ^ l'amino-2 bis diethylphosphono-4,4 butyrate d'#thyle 
b, 1 . Synthase du produit N-protdqi 

Pans un tricol de 250 ml muni d'une agitation magnStique, on forme, sous atmosphere 
^^azote, une solutiond'^thylate de sodium paraddltion de 9.10 3 mole de sodium dans 
100 ml d'ethanol. 

in contrdlant la temperature (T < 50C) on addltlonne goutte d goutte 0.1 mole d© 
glycinate d'6thyie- N-proteg6 pour en former le carbanlon. Quand la temperature est aux 
environs deOOC on ajoute 910'2 mole debis(diethylphosphono-1,1) vinylldene en 
maintenant la temperature Inferieure e 50C. L'agltation estmalntenue deux jours e 
temperature amblante. Un suivi de la reaction est realise par chromatographie sur 
couche mince, Le melange est mene e un pH = 6-7 par addition d'une solution saturee 
de chlorure d'ammonlum. Apres evaporation du solvant puis extraction erether, 
sechage, filtration et e nouveau evaporation, on obtient quantitativement le produit N- 
prbtege. 
PMI.I 



Spectre RMN ; { CDCIS) 

Phosphore :#P s 21,97 ppm. Un pic d6doubie JP-Pa9,76 Hz. 

Dipfot86tj@n de In fenetion smine 
U produit N-protege recupere d I'etape precedente est reprls dans 250 ml d'une solution 
HCI 0.5 N et mis sous agitation entre O et 100C pendant deux heures. On extralt deux 
fols e rether afin d'eiiminer le benzaldehyde. A ia phase aqueuse recuperee on 
addltlonne environ 300 ml d'une solution NaOH 0.5 N. Le pH passe ainsi de 1 e 11.5. 
Apres extraction au chlorofomie. on recupere la phase organique qui est sechee, filtree 
puis evaporee. On recupere ainsi quantitativement un produit jaune hulleux. 
IMI12.1 



l^dt ' 881 

gpeetre RMN ( CDCI3) 

Rhosphore :#P ^ 23,52 ppm ; JP.P s 9.75 Hz doublet. 

Rroton s: : Ha+a' = 1 .35 ppm, t He = 1,9 ppm. massif; 
Ne : entr© 2,3 et 3,5 ppm. massif : Hf : ©n 
tre 3,7 et 3,9 ppm, massif : Hb+b' : ©ntre 
4 ©t 4,5 ppm.qb t imbrlqu6s : Hd = 7.3 ppm. 
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mssslf. W V 

Q! » 16,10 ppm ; er s 1S.7 ppm ; C6 » 32.2 ppm, tripltt, 
jP-C « 133 Hi ; Cg « 30.0 ppm; C4 « §2,176 ppm, doublet, 
J » 3 ; C2 * 62,0 ppm ; C2' = 61.9 ppm ; C3 « 176 ppm, 

b<3, Passage aux formes aelde @t sel • passage i la forme aeide 
Dans un tricol de 100 ml, on place 10 gd'amlno-2 bis diethyl phosphono-4.4 butyrate 
d'^thyle et 40ml d'aclde chlorhydrique concentre (12,4 N). Le melange est port§ au 
reflux de Tacide chlorhydrique pendant une nult. 

Apr^s Evaporation de Tacide chlorhydrique en exc§s, le r^sldu est reprls dl'eau puis 
dvapord d nouveau. Le solide r^cupdrE est reprls dans un melange eau charbon actlf. 

AprSs filtration d chaud puis Evaporation du soivant au rotavapor, on rEcupdre aprEs 
gpssage d I'Etuve un prodult cristallisE blanc qui correspond au chiorhydrate du 
qgmposE recherchE avec un rendement de 60 %. 



» libEration du ehlorhydrati par rexyd@ de propylene 

On place 2,20 g de chiorhydrate prEcEdent dans un tricol de 100 ml en solution dans 40 
ml d'Ethanol plus 1 mId'HCI concentrd pour obtenir la dissolution totale du prodult. Le 
melange est mis sous agitation magnEtique et la temperature est abaissEe ^fOOC a 
I'aide d'un bain de glace. Par une ampoule isobare, on additionne alors 15ml d'oxyde de 
propylene. Apr6s quelques minutes d'agitation, on 6vapore le soivant pour r6cup6rer un 
solide blanc quel'on recristalllse dans un melange eau-mEthanol (1-3). Le prodult, alors 
caractErisE par 

Smn du phosphore:6P = 21.3 ppm. 
« psssane iu tris@l de s@dlum 

L'acide llbErE de son chiorhydrate est reprls dans de I'eau dIstlllEe et solubilisE d chaud. 
pn volume de solution aqueuse de NaOH 0,1 N con-espondant d 3 Equivalents est 
sdditlonnE. On passe ainsi d'un pH de 2 d un pH de 8,5, 

AprSs Evaporation de I'eau au rotavapor et passage du prodult EltEtuve. on rEcupEre un 

solide blanc avec un rendement de 9dt. 

iMll4.1 



Phosphore (dans D20) :#21,02 ppm, doublet,Jp-pa10 Hz, 

Rroton (dans D20);#Hb+Hc : entre 2,8 et 2,4 ppm, multlplet. 
i He - 4 ppm, dd, 
m (dsns D20) 

ie3 5 30,4ppm ; ei 5 40.7 ppm. t, JOI-P s 110 Hz 
C2 B 68.1 ppm.t JC2-P s 6 Hz ; C4 a 178,3 ppm. 



iMI13.1 
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^} Condensation de ramln^R)i8didthylpho8phono-4,4 butyratiA 
^'#thyl@ 8ur le ehlorurg de racid@p-(N-(mithylamlno)) benzoique 

eondengstlon suivant Sehottsn-Bauminn 
Pans un trieol de 1000 m\ muni d'une agitation micanlque, d'un tjiermom^tre i aleooi, 
d'une ampoule isobare, on dispose sous atmospli^re d'azote, 200 ml d'une solution 
aqueuse saturde en bicarbonate de sodium. On introduit ensylte Tester 
aminophosphonlque en solution dans I'ac^tate d'dthyle et on refroidit i'ensemble 
versOdC. 

On additlonnnt alors par I'ampoule Isobare, l@ ehlorure de Taddep- 
(fsim^thyiaminofbenzoique N-protSg6 en solution dans un melange ae^itate d'^tiiyle- 
i^her en maintenant une agitation vigoureuse. 

(Sette agitation est poursulvie pendant 4 heures d temperature amblante. Par 
decantation, on isole la pinase organique qui est successivement lavSe dl'aau, d I'acide 
qliiorhydrique 1N. puis de nouveau d I'eau. Aprgs s^chage sur sulfate de magnesium, 
l(@8 solvents sont 6limin68 au rotavapor et I"e8ter N-(p-(N-(trichloro6thoxycarbonyl) 
rh^thylamino) benzoyl) aminophosphonlque Isold. La purification est obtenue par 
^hromatographle sur eolonne de gel d@ siiice. 

iQivants d'^lution \ AeState d'ithyle pur puis aeitate d'^thyle^thanel 
iM! 1 § 1 

r^ndement » 60 % apr^s ehromatographle 

Ipeetre RMN ( 00013) 

ffhosphor©; un pic l!» 23.4 ppm 

Rfoton: aHa + a' » entre 1 et 1,5 ppm,t : Hb s 3,4 ppm, s, 

He+c' s entre 4 et 4,5 ppm. multiplet : Hd = 4,75 ppm. 

§i He+@' s 7,4 ppm. doublet. 8,2 ppm. doublet, spec 

im AB : Hf » 7,6 ppm, § ; Hg « 8,6 ppm, dou 

^let liPge. 

Ql+Cr * 13.6-15.8 ppm : 03 » 32.2 ppm. t. JP-e3s130H2 : 07 
37.0 ppm : 02+02' = 59.6-62.5ppm : 013 = 60.7-62.5 ppm, d ; 
§5 ' 94.7ppm : 01 1 » 126.5 ppm ; 010 « 127,6 ppm : 09 s 
130,5ppm ; 08 « 152,6ppm : 010 : 165,9 ppm : 012 » 170.5 ppm, 

d^proteetlon de Is fonetion amine 
Pans un tricol de 100 ml. on met en presence 6 g de poudre de zinc en solution dans du 
t^trahydrofuranne et une sol! tion aqueuse de phosphate potassique monobaslque de 
piH voisin de 4. Quand la temperature du melange est inferieure e 500. on additionne 
goutte e goutte par une ampoule isobare, 7.3 mmole de produit e deprotdger. 

La temperature est contrdiee au bain de glace pendant {'addition. L'agltation est 
nnaintenue pendant queiques heures i temperature amblante. 

Apres filtration et evaporation du tetrahydrofurane. te residu est repris dans un melange 
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§gu ehloroforme. Aprds cffiintation et extraction su ehlorofomV, la phase organiqu@ 
rSeup^rd® est sSehie sur sulfate de magnesium puis le solvant ^vapori. On rdcup^re 
ainsi quantltativamant le prodult d^prot^gd. 

i,Ml16.1 



Phosphors ; Speetre d@ type AB centra 8ui#b 23,67 ppm 1b23.85 ; 2«>23,79 : 3b23.55 : 
4»23,40; J JPPa2,44Hz. 

BF©ten:AHa+i' « 1 ,2S. t ; Hf+Hg » entre 1 ,i ©t 2,4 ppm, massif 
N© « 2.5 ppm, t, mal risoiu : He » 2,8S ppm, s, Le d# 
placement chlmlque du N-CH3 sort S champ plus fort par 
ff pport au compost N-prot6g6(#= 3.4ppm) : Hb+Hb' 
entre 3,3 et 4,4 ppm, multlplet ; Hh+h' : speetre de type 
Aie@ntri fsuf7,1§ppm, 

d) @ynth^6§ d@ i@ pymmm @@t@r diphdsphenlque 

dans un tricol de 100 ml, on place 2,510 mole de diphosphonate en solution dans 20ml 
d'ac6tonitrile et 7,110 3 mole de carbonate de potassium. 2,5 10 3 moied'amlno-2 
cyano-3 bromom6thyi-5 pyrazine en solution dans 40ml d'ac6tonitrile sont addltionn6es 
au melange pr^C(§dent d temperature ambiante. L'agitation est maintenue pendant 48 
Heures. L'avancement de la reaction est sulvi enchr.natograpnie sur couche mince de 
gel de silica (solvant d'^lution = acetate d'6thyle). Uac^tonitrile est 6vapor6 au rotavapor, 
l§ prodult r6cup6r6 est alors remis en solution dans un melange eauchioroforme.Ap^rs 
d^cantation, on extrait au chloroforme, sdche la phase organique sur sulfate de sodium, 
filtre sur bUchner et enfin dvapore le solvant. Le compost r^cupdr^ est alors purlfid par 
cjiromatographie sur solonne de gel de sllice (solvant d'dlution s acetate d'^thyle - 
Ithanol 95-6). Rfr- 0,18. 
pi17.1 



Phesphere ; SPe@tr@ de type Ai eeM sui^P ; 23,63 ppm 
1 » 23.88 ppm : 2 « 23,79 ppm : 3 « 23,46 ppm; 4 b 23,37 ppm. 

|MI1TJ 

QNa*a* ' 1.3 ppm, multipiet ; Hi+j ^ entr@ i,1 et 3,1 ppm, mul 
ti^lit. (3H) ; Hf «s 3.1 ppm. s, (3H) ; Hb+b' * entre 4 et 4,4 
p|m, multlplet ; Hk * 4,6 ppm,8 ; Hh « 4,8 ppm, massif 
Uq = 5.5 ppm,8 ; Hd+d" » 6.7 ppm,d 7,8 ppm, d, type AA' 
|i' : Hg « 7,3 ppm, s: He « 8,1 ppm. s. 

m 



«SEP> 13C <SEP> # <SEP> <SEP> (ppm) <SEP> 13C <SEP> a <SEP» (ppm) 
i:tb> <SEP> C16, <SEP> 13.8 <SEP> C2 <SEP> 1 1 1 ,8 
«tb> <SEP> 16.98 
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^spQeengUgserietien vie*' ^ PapQaHl 

^{^^ «,aiP» ei§ ^8iFs» 3i.S «8iP» 1 «SiP> t; <8iP» 1 JP»-eBl36.27Hz <SEP> C1 1 

^iiF^ 111.01 

«5tb?* «?iiPs. e7 ^SiP^ *sSiP» CIO «SiPa» 121.8 
«it.bsr <aiPs* ei3 «iiP> §1.6 <SiPs* 04 <iiP» 143 

^tb» «sips. ei ^aipi^ p.© ^siPs* es ^mp^ i44,8 

<SiP^ C17' «8iP» 81,1 «SiP> 68 «SiP» 180,88 

«?tfe^ <EiiP» ei7 «iiP^ # "^siPi* ^iiP» i^iiP^ d «aiP» ei 'siiPs* isa.47 

^SiP^ ei <iiP» 1 1 1 ,07 ^SiPa* ei2 <8EP» 187.07 

<t^?* 's8iP5» Cli '«8iF^ 171,18 

. §iiitF§ jRfF§rf yg@ (v mm 

§) F@pmp.ti@pi (ju R@y@u gl^pi(^iQu@ mf 6@PideR§itj@R de la §u§nidin@ 
Ape#s 9u e^mpes^ Is eu R3 s Q2H8 @t R1 » eN3 

Q^ns un tricol d@ 800 ml plae^ sous atmasphir® d'azote @t sous agitation magn^tlqu@, 
on place 12.5 10"$ 3 mol@ de sodium mStallique qu'on iaisse se consummer dans 300ml 
d'^tlianoi. A e© melange on additlonne12.4g 10-3 3 mole de chlorhydrate de guanidine 
^F^alablement s^ch^ i I'^tuve. On lalsse decanter le NaCI au fond du trieol et on 
f#cupdre It sumageant auquel on ajoute 410 3 mole de pyrazine ester diphosphonlque, 
Uagitation est alors malntenue plusieurs jours li temperature ambiante et ^ I'abrI de la 
iMmidre. Un suivi par chromatographle sur couches minces de gel de silice peut Stre 

^pFi^s ^vap@pati@R del'ithinel au F@tavap@F, @r Fieupire un 6@lide jaun@ @F§ng^, 
l^igtFg ^iVIN 

Bb@§pi^@r€ (PMia) i#P e §9.11 ppm 

; §BtF@ 1,11 @t 1JQ $m. multislit i Nf ^ 1,1 g ggm. §1 
Hb ; entre 3,7 et 4,3 ppm. multlplet ; Hh ^ 4,@ ppm. massif 
Nd'd' ^ a.g4 ppm. d, 7,70 ppm, d, type M'Bi' ; Hg s 7,26 
i^pm. msssif i N§ s 8,31 ppm, 

iyg©; diMI)y!§u!f@^^^@ ^m^M 

piiQ.I 

^SiP^ # ^§iB^ (pm) ^§iP^ l§g ^iiP^ « ^§iP& (ppm) 
|tbi» ^giP» • • ' . 

«SiP» ei@ «SiP» # «8iP> «8iP> , «SiP> d.JP»e <SiP» @,1H2 «8iP* 06 
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♦ 17.1 

<tb» <SiP> eiO <SgPs» 36,6 <SiP> Q7 <SEP> 146,7 

^tb» <BBP> C20-20' <SEP> 62.9 <SEP> CSa <SEP> 154,6 
<tb> <SEP> C4a <SEP> 112.3 <SEP> C15 <SEP> 167,1 
<tb> <SEP> C14 <SEP> C21 <SEP> 174.0 
ftb> <8EP> 1 14.3 <8EP> ; <SEP> 122.2 <8EP> ; 
^tb> ei3 <SEP> 124.0 <SEP» ;<SEP> 130 
^tb» «5SiP» C1l 

f) Paesage su eemposila ©Ci R1 s eH3 
f.1. sapenifiestien ci@ i'eiter espbexylieiuf 

U produit reeup^r^ d@ I'^tapa pr^e^d@nt@ est repris dans I'^thanol et plac^ dans un 
tFieol de 500ml sous atmosphere inerte d'azote et sous agitation magn^tlque. 

On ajoute alors une quantity stoeehlomitrique d'une soiution aleoolique de soude 1 N. 
le milange est lig^rement chauff^ h 350C pendant une iieure et demie. puis I'Stlianol 
est ^vapore. Le prodult solide rdcup^r^ est reprls dans de I'eau distlllde puis acidifi^ 
jusqu'^ pH = 3 par une solution d'HCI 0,2 N. Apr6s Evaporation de I'eau au rotavapor. on 
geche le prodult ^ r^tuve li vide. 

i$, hydnslyse des esters phesphonlques 

Ues fonctlons esters phosphoniques sont sllylEes par le bromure de trimdthylsilyle dans 
I'acdtonitrlle d temperature ambiante, Uagltation est maintenue pendant 48 heures d 
r^brl de la lumidre. Les esterssilylds sont alors coupes par m^thanolyse. le solvent est 
QiiminE au rotavapor. Le prodult solide rEcup#r6 est sEchE d i'dtuve sur P205. 



ilV!lg1.1 

g Hi*Hj : entre 1 .8 et 2,6 ppm. multlplit ; Hf » 3,1 ppm, s 
Nk+Hh 5 entre 4.5 et 6.1 ppm, massif : Hd"d' s 7.83. d. 6,66, d 
type AA'BB': H9 « 7.3 ppm. massif; He = 8.74 ppm, s. 

lie (ATPA) 



^tb> <8gP» ise <8EP> a <SiP» (ppm) «8iP> 13e «iiP> a <8iP» (ppm) 
<tb> <SEP> CI 6 <SEP> 29.7 <SEP> C11 <SEP> 151.2 
<tb> <SEP> C10 <SEP> 35.3 <SEP> C15 <SEP> 170.1 
<tb> <SEP> C9 «?SEP> 52,9 <SEP> e21 <SEP> 176.1 
.«tb> C6-C7 <SEP> 144,4.143.7-143.2 

«|tb» 

§n note la disparition des pics eorrespondants aux d^plaeements des earbones des 

f^nstions esters, 

f J, Passage au s@l de sodium du eempoidj a 

Qn dissout partiellement le prodult r^cupdrd plus haut dans 20 mi de methanol distill^ 
puis on additionne 60ml d'une soiution aqueuse de soude 1N. Aprds une nuit d'agitation 
|! Tabri de la lumi^re on r^cupdre aprds Evaporation des solvents, un prodult solide 





ijyii22,i 



httpj//v3.espacenet.cpm/textdes?DB=EPODOC&IDX=WO8806158&F=0&OPN=WO8806158 



1/4/05 



esp@cenet description view ^ Page U of 13 

Jaune pdle. Lapurif:c9tion 1mm est effectuSe par chromatograplVllquicie ^ haute 
performance sur une matidre absorbante d phase invers^e (JOBIN-YVON - Phase 
hucl^Qsil C18.# » 290 nm), 

§peetr@ RMN 

Phosphor© (dansD20) : un pic d^dqubl##1 s 22.0 ppm 
8 2 « 22,37 ppm JP-P e 14,6 Hz. 

l^iMFLi 2 

gVNTHESE DU COMPOSE! ou R1 = H a) Synthase de I'acide amino-4 d6soxy-4 d^aza- 

4 pt^roiqueb) formation du noyau ptdridine : obtention du compost 2 

QU HUH, HZ sC2H§ et R3= C2H§ 

t),1. synthase d© ramino-2 bis di6thylph08phono-4,4 butyrate 

d'tthylt. 

i^pri$e de la. mithode utilisde en e) de Texemple 1. 

^, 2. synthase du compost 2b. Couplage peptldlque par la 
m^thode "d I'anhydride mixte". 

Dans un trlcpl de 250ml muni d'une agitation magn6tique, on place 1 ,24 g (4 1 0-3 mole) 
^'^cide d^aza pt6rbTque, 1 .75 mide trl6thylamine fraichement distillde et 100ml de DMF 

sec. 

§pus atmosphere Inerte d'azote, on addltlonne dans un premier temps, 0,52 mi (4 10-3 
mole) d'Isobutyichlorofbrmate. li se forme alors I'anhydride mixte. 

Aprds 15 minutes d'agltation d temperature ambiante, on ajoute 1,61 g d'amino ester (8 
10 3molel et une minute plus tarel d nouveau 0,26 mi (2 10-3 mole) 
d'isobutylchloroformate. 

4y bout de 15 minutes 0,80 g d'ester sont addltionnds, suivis de 0.13ml 
Q'isobutylchloroformate. 

^prds un deiai de 15 minutes, on ajoute d nouveau 0.40 g d'ester puis une minute plus 
||rd 0.13 ml d'isobutylehloroformate. 

g,40 g d'ester sont finalement addltlonnds au bout d'un quart d'heure. 

' Spectre RMN 
Proton (DMSO d6) 
iMI24.i 

a Ha = 1,18. t; Hh+l+d+c : entre 2.87 et 3,13 ppm. multlplet 
Hb : entre 3,8 et 4.25 ppm, multlplet ; Hj = 6,84 ppm. mas 
§if ; Hd'd" = spectre de type AB, 7.33 ppm. d. 7,81 ppm.d 
Ng » 7,7 ppm. slarqe. He » 8.57 ppm, s. 

31P(DMSOd6) :#=27.9 ppm. 
130(DMSOd6) 
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<SEP> 1 3c <SEP> #.(ppm™ EP> <SEP> 1 3c <SEP> #(ppm) w 

^b> <8EP> 17-17t <SEP> ia.2 <SEP> 14 

^ltb> <8EP> 17,0 <SEP> 122.4 

«tb> <SEP> 9 <SEP> 46.? <SEP> 13 <8EP> 128,4-129.5 

<BBP> 12 

<SEP> 16-16' <SEP» 6-7 <SEP> 146 
«tb> <SEP> 63,3 

^Vo> <SiP> 16 <SEP§' 182.6-163,7 

e) passage au eQmpeg^l6 b 
e.1. liberation d@s esters pl^osplioniques 

2,4 g d'ester sont places en solution dans 20ml deCH2Ci2 en presence de 3,64ml de 

bromur© de trim^thylsilyle (8 Equivalents) 

L'agitation est maintenue d I'abri de la lumi^re et d temperature ambiante pendant 15 

h©ur©6, 

i^pr^s Evaporation du chiorure de mEthylEne. on rEcupEre un sollde jaune clair qual'on 
traite par 20ml de mEtiianol. Puis on Evapore le methanol pour obtenir un produit solide 
prangE. 

liberation de Tester earbo)cyliqu@ 
ie produit IntermEdiaire rEcupErE prEcEdemment est traltE par une solution de soude 
dans un mElange.eau methanol (25-75) pendant plusieurs jours. Aprds Evaporation des 
solvants et reprise en milieu aqueux, on contrOle le pH qui ne doit pas Etre supErieur E 
8. L'eau est alors EvaporEe et on rEcupEre 0,92 g d'un produit solide jaune pEle. La 
purification finale du composE7 b est effectuEe par chromatographie liquide E haute 
performance sur une matiEre absorbante en phase inversEe. 

spectre RMN phosphore ( D20 )SPs 23,5 ppm 
ixpErimentations biologiques 

Plx lots de sourlsC3H femelles greffEs au Jour Jo parl'ostEo- sarcoma ostEogEnique de 
li souris C3H. en sous-cutanE sont traltEs (traitement unique) au jour J 1 en administrant 
^u mEthotrexate ou E des fins comparatives du dErivE gem diphosphonique du 
ffj^thotrexate. 

L^'aetivitE anticancEreuse du dErivE gem^dlphosphonique du mEthotrexate a EtE EvaluEe 
g^r rapport au mEthotrexate sur la base de I'Evolution de la crolssance tumorale par 
mesure du rap 
iMI26,1 



«tb> port <SEP> T/C <SEP> = <SEP> volume <SEP> tumoral <SEP> moyen <SEP> 
traltE<SEP>x<SEP>100. 

^tb> <SEP> volume <SEP> tumoral <SEP> moyen <SEP> contrdle 

.Ua toxicitE des diverses doses a EtE EvaluEe d'aprEs I'Etendue de la parte de poids# p 
§ptre le premier et le cinqulEme jour (de J1 E J5). 

L§§ rEaultats reprEsentatifs obtenus sont les suivants 

i!Vlli6.2 



^Xb> <SBP> toxieitE ^SiPs' aetivitE <SiP» TIG «§iP> (%) 
<tb> <SEP> traitement <SEP> (E <SEP> J1) 
$?tb> <SEP> mEthotrexate 
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esp(^cenet description vi©w ^ PsgeUofU 

^tb> <SEP> 7,5 <SEP> mglf <SEP> VO <SEP> - <SEP> 2.4 WkP> 110 <SEP> 115 

^$BP> 122 

<SeP> mdthetrex <8EP> ate <SEP> 
^^b> <SEP> 15 <SEP> Mg/ <SEP> Kg <SEP> VO <SEP> - <SEP> 3.1 <SEP> 69 

<SEP> 33 <SiP> 99 

?stb> <SEP> m6thotrex <SEP> at@ <8EP> 

$tb> <8EP> 15 <SEP> mg/kg <SEP> SO <SEP> - <SEP> 1.6 <SEP> 123 <SEP> 123 

«^iEP> 138 

<tb> <SEP> la <SEP> 3.75 <SEP> mg/kg <SEP> VO <SEP> - <SEP> 0,7 <SeP> 297 
<SEP> 131 <$EP> 138 

<tb> <SEP> la <SEP> 7.5 <SEP> mg/kg <SEP> VO <SEP> - <SEP> 0.9 <SEP> 169 

<SiP^ 106<SEP^ 114 

«?tb> <SEP> la <SEP> 15 <SEP> mg/kg <SEP> VO <8EP> - <SEP> 0,1 <SEP> 73 
!«iEP» 7$ ^SEP* 101 

m}> <SEP> 1 <SEP> a <SEP> 30 <SEP> mg/kg <SEP> VO <8EP> • <SEP> 0.2 
^iEP> 1 00 <8EP> 64 <SEP> 66 

^tb?» 

yip : vQj@ @ral@ SO ; @3us eutani© > P ', intrapdriton^al© 

II reesQrt des r^sultats donnas ehd@88U8 gu'aueune toxielt^ partieull^re n'exiet© ehez l@s 
gnimaux tralt^s par le ddrlvd analogue gem diphosphonique du methotrexate. D'autre 
part 11 existe un ralentissementtardif et prolong^ de la croissance tumorale(J30-J37} 
pgiiT le derive diphosphonique (30 mg/kg VO). 

"11 apparait que Tactivit^ de 6@8 d^rlv^a est fonction de la dose adminlstrSe. 
P'autres tests biologiquis simllalres montrent que 

ces composes analogues gem diphosphonlques d'amSthoptdrine ont une activity 30 
mg/kg VO (en traitement unique) comparable d celle dum^thotrdxate 15 mg/kg VO et 50 
mglkg IP (traltements uniques), 

Attendu que le methotrexate est eonsld^rS eemme effieaee, on peut s'attendre d ee que 
6^8 derives analogues gem diphosphonlques solent au moins aussi effieaces que le 
nuithotrexate dans des conditions slmilaires. 

L'aetivite antlcanc^reuse des ddrivds analogues gem diphosphonlques du methotrexate 
F@38ert de eas r^aultats d'essals. 
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^iM-eiPHOSPHONie ANALO€UiS OP AMiTHOPTERSN AND OF 
DEAZA-N-10 AMETHOPTERIN 



d^eza N'10 am^thoptirin@ r^pondant i la foFmuieg^n^rale 

R3 9. aiKyl@s mf^Fi@ups(^1 i 6@) avee R1 ? H, alkylts in^pleure (01 d @@). 

Z) ^@mp@sig s§l@n la f§v@ndigati@R 1 ^ans lasiue!§ K slgnlfia 
.QHg' aingi !aur §@lg phdPma6@utiqu@ment: a§6eptabl@§, 

3) Preeed^ peur- r^btention d@§ 6empQ§i§ selon Tune d§s rgvendieatiQng 1 @u S dans 
lequ@l on effeetue leg ^tiip@38uivant@8 a) addition nuel6ophil@ d@ earbanions de N' 
benzyllddne glycinate d'alkyle sur les vinyliddna diphosphonates de dlalkyle'1,1 6 pour 
Qbtenir les amlno-2 bis dialkyle phosphono^,4 bufyrates d'alkyle de formule g^n^rale 5 
apr#i unt liydrQly6@ @n mili@u 

b) ©Qndensatl@n d@s 6@mp6S@s de typ@ i suf las §hl@FUF@s d'a@id@gpdFa«N(a!Kyl§minQ) 
j^^nzoiques proteges par je trlehloP9-1 ,1 ,1 ©tlioxyearbenyle pour obtanir les eompeals 
^ type 4a apras d^protaetion de la fonctien amine. 

G) ^Qnd§n§ati@n da§ @@mp@iig de type 4a sur I'aFnir^a'i bFQmem^thyhi @yane4 
p^razine pourobtenir les pyrazines diphosphonlques 3a. 

^) @@F)d@n§ati@n das pypaginag diphegphaniquag Sa avaa la guanldina paur @bteniF las 
lirivas la: 

a) iap@nifi@atiaR da aag d^Hveg guivia de I'aatiaR du bFemura da tFiFRithy! gilyla at d'y^a 
m6tlianoiys@ pour obtenlr les formes acldesi a f) Formation de tout sel eorrespondant 
pharm^ceutiquemant acceptable, 

q) Rqup la synthase d@g d^Flvis 1 la 6@FidaFisatl@R da I'aaidt amine4 d@g@}iy<4 dia^a- 
\p pt^FQiqua par |a mithoda d@ I'anhydrlda ml^a- 

4) A titr^ de eempes^s Interm^diaiFes utilises dans l@ pFeeid^eMessus a) leg d^Hv^s 
^pm-diphosphoniques nouveaux de fontiule g^n^raie S 
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RiBelkyie@ inf#H^urs(eilie@) ; R3b slkyl@6 infiri@UF§ (61 at 06) sinst que I'aeideSa @t its 

sels pharmaeeutiquem@nt aeeeptables (p.e 5b pour le sel de sodium). 

iMI2@.2 



|3s 3lkyl@s infifi@urs(ei^e6) 

slkyl@g jnf^ri^ure ( C1ia@) 
^|s§lkyl@§ inflpieurs (ei iie@) 

Risg kyigg i.Rf^Fi§gF8 ( ^ 1 6 

R s alkyl§6 infirieurs ( 61 i e@ 1 @) @) 

iM!36J 

1^ R| 3 @lkyl@§ iRf#pi@upg ( Old @@) 

R3 • alkyles inferieufs ( 01^ C6) §) Composition pharmaeeutique deatin^e plus 
particuli^rement au traitement des tumeurs osseuses mais ^galement an rhumatologie 
§y traitement par exemples de rhumatismespsoriasiques rebelles, de polymyosites, de 
i§ maladie de Reiter at d@ polyarthrltesrhumatoldes. 

6) Composition pharmaceutique, caract^rls^e en c@ qu'elle eontient eomm© ingredient 
iPQtif. au molns un produit selon la revendicatlon 1 ou un de sea sals, en association 
§yeq un adjuvant ou un enrobage pharmaceutiquement acceptable. 
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